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Abstract of DE3714351 

The invention relates to a method for the modification, in particular the polymerisation, of haemoglobin 
in which the reaction is carried out in vitro with intact erythrocytes. It is possible in this way by using the 
agents known per se to alter the oxygen affinity. The modification, in particular the polymerisation, of 
haemoglobin can be carried out by the action of polyfunctional agents, preferably in isotonic solution. It 
is possible to use as polymerising agent, for example, glutaraldehyde. Animal erythrocytes, in particular 
bovine erythrocytes, can be used as starting material. It is possible to break down blood-group-active 
molecular structures on the erythrocyte surface by means of enzymes, for example neuraminidase. 
The method according to the invention results, for example, in polymers with a molecular weight of 
60000 to more than 6x10<6> dalton which have high oxygen transport capacity and low 
methaemoglobin content. 
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© Verfahren zur Modrfikation, insbesondere zur Polymerisation von Hamoglobin in vitro 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Modrfikation, ins- 
besondere zur Polymerisation des Hemoglobins, bei dem 

man die Reaktion in vitro mit Intakten Erythrozyten durch- 

fuhrt. Dabei kann mittels an sich bekannter Agenzien die 

Sauerstoff-Affinitat verandert werden. Die Modrfikation, 

insbesondere die Polymerisation des Hemoglobins, kann 

durch Einwirkung polifunktioneller Agenzien vorzugsweise 

in isotonischer Ldsung durchgefflhrt werden. AIs Polymeri- 

sationsmittel kann beisptelsweise Glutardialdehyd elnge- 

setzt werden. AIs Ausgangsmaterial konnen Tier-Erythrozy- 

ten, insbesondere Rinder-Erythrozyten, verwendet werden. 

Es konnen blutgruppenaktive molekulare Strukturen derEry- 

throzyten-Oberflache mittels Enzymen, beispielswelse mit- 
tels Neuraminidase, abgebaut werden. Beim erfindungsge- 

maBen Verfahren erhalt man beispielsweise Polymerisate 
^ mit einem Molekulargewicht von 60000 bis mehr als 6 • 10 s 
^ Dalton, die hohe Sauerstofftransportfahigkeit und geringen 

Met-Hamoglobin-Gehaltaufweisen. 
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Patentansprflche 19- Verfahren nach Ansprfichen 2 bis 18, dadurch 

gekennzeichnet, daB Glutardialdehyd als Polymeri- 
1 Verfahren zur Modifikation von Hamoglobin, da- sationsmittel verwendet wird 
durch gekennzeichnet, daB man die Reaktion in 20. Verfahren nach AnsprOchen 1 bis 19, dadurch 
vitro mit intakten Erythrozyten durchf Qhrt 5 gekennzeichnet, daB blutgruppenaktive molekula- 
2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- re Strukturen in der Erythrozyten-Oberflfiche mit- 
zeichnet, daB das Hamoglobin polymerisiert wird. telsEnzymenabgebaut werden. 
3 Verfahren nach AnsprOchen 1 -2, dadurch ge- 21. Verfahren nach AnsprOchen 1 -20, dadurch ge- 
kennzeichnet daB die Sauerstoff-Affinitat mittels kennzeichnet daB die blutgruppenaktiven moleku- 
an rich bekannterAgenzienverandert wird 10 laren Strukturen mit Neuraminidase als Enzym ab- 

4. Verfahren nach AnsprOchen 1-3, dadurch ge- gebaut werden 

kennzeichnet, daB man das Hamoglobin durch Ein- 22. Verfahren nach AnsprOchen 1 - 19, dadurch ge- 

wirkung polifunktioneUer Agenzien polymerisiert kennzeichnet. daB Tier-Erythrozyten als Ausgangs- 

5. Verfahren nach AnsprOchen 1-4. dadurch ge- material verwendet werden. 

kennzeichnet, daB die Modifikation, insbesondere 15 23. Verfahren nach Anspruch 22, dadurch gekenn- 

die Polymerisation in isotonischer Losung durchge- zeichnet daB Rmder-Erythrozyten als Ausgangs- 

fflhrtwird material verwendet werden. 

6. Verfahren nach AnsprOchen 1 -5, dadurch ge- 

kennzeichnet, daB das Hamoglobin bei der Modifi- Beschreibung 

kation, insbesondere bei der Polymerisation in 20 . 

hochkonzentrierter Losung vorliegt . Die Erfindung betnfft em ^rfahren zu^M^non 

7. Verfahren nach AnsprOchen .1 -6, dadurch ge- insbesondere zur Polymerisation von Hamoglobin in vi- 
kennzeichnet, daB man bei Hamoglobin-Konzen- tro. 

trationen grc-Ber als 20 g/dl modifiziert. insbeson- Chemische Modifikabonen am Hamoglobin, z. B. 

dVre nolymerisiert. 25 Verinderung der Sauerstoff-Affinitat oder Polymensa- 

a Verfahren nach AnsprOchen 1 -6, dadurch ge- tion des MolekOls. werden unter anderem vorgenom- 

kennzeichnet, daB man bei Hamoglobin-Konzen- men, urn geeignete sauerstofftransportierende Bluter- 

trationen groBer als 30 g/dl modifiziert, insbeson- satzlOsungen herzustellen. 

derenolvmerisiert Bekanntiich k6nnen solche LSsungen im Katastro- 

9. Verfahren nach AnsprOchen 1 -8, dadurch ge- 30 phenfaU, also beispielsweise bei einem Operationszwi- 
kennzeichnet, daB man die Erythrozyten nach der schenfall mit schwer zu behemchenden Blutungen, bei 
Modffizierung, insbesondere nach der Pohymerisa- UnMen unter Blu^erlust oder fur den Fall ernes Infek- 
tion inhypotonischer L6sunghamolysiert tionsrisikos (Hepatos, AIDS = Aqumertes Immun-De- 

10. Verfahren nach AnsprOchen 1 -9, dadurch ge- fekt-Syndrom) als Ersatz fflr erne momentan mcht ver- 
kennzeichnet, daB man die Produkte der Modifizie- 35 fflgbare passende Blutkonserve inftindiert werden; dies 
rung, insbesondere die Polymerisate durch Gelffl- gilt insbesondere dann, wenn era Mensch z^B. in den 
trafion, Ultrafiltration oder Chromatographie rei- genannten Fallen m einen Volumen-Mangel-Schock ge- 
~r" h r atenistEink0nstlicherBlutersatzist,gegenOberemer 

lLVerfahren nach AnsprOchen 1 - 10, dadurch ge- Blutkonserve, auch fOx den Fall gOnstiger, wenn die Ge- 
kennzeichnet. daB man die Modifikation, insbeson- 40 fahreinerimmunologBchenUberreaktionbestent 
dere die Polymerisation zur Erhdhung der H8mo- Es ist mfiglich, daB erne sauerstoffuberttagende Blu- 
globinkonzentration an geschrumpften Erythrozy- tersatzlSsung emen Volumen-Mangel-Schock eher 
ten durchf uhrt durchbrechen kann, als erne Blutkonserve, da die Ery- 

12 Verfahren nach AnsprOchen 1 - 11, dadurch ge- throzyten bekanntiich in der Konsfrve versteift smd 
kennzeichnet. daB die Modifikation, insbesondere 45 und dadurch eine verrmgerte Kapmardurchgangigkeit 
die Polymerisation im oxygenierten und/oder de- aufweisen Ferner ist zu erwarten, daB auch chromsche 
soxygenierten Zustand des Hamoglobins durchge- Durchblutungsstdrungen (beispielsweise koronare^ ce- 
fflhrtwird rebrale und periphere) mit Hilfe geeigneter Polyhamo- 

13 Verfahren nach AnsprOchen 1-12, dadurch ge- globinlSsungen wirksam bekampft werden kOnnen. 
kennzeichnet. daB man im Hamatokrit-Bereich von so An Tierversuchen ist gezeigt worden, daB tBAmm- 
01bis995%arbeitet stoffflbertragenden Blutersatzldsungen em Volumen- 

14. Verfahren nach AnsprOchen 1 - 12, dadurch ge- Mangel-Schock wirksamer bekampft werden kann als 
kennzeichnet, daB man im Hamatokrit-Bereich von mit einfachen Plasmaexpandem (^ersichtiiche Utera- 
1 bis 40% arbeitet turstelle hierzu: R. Pabst, Med Klin. 72 (1977), beiten 

15. Verfahren nach AnsprOchen 1—14, dadurch ge- 55 1555 bis 1562). 

kennzeichnet, daB man bei Temperaturen von 4°C Zur Herstellung sauerstofftragender Blutersatzme- 

bK'Carbeitet dien sind bereits verschiedene Wege beschntten wor, 

16. Verfahren nach AnsprOchen 1-15, dadurch ge- den, namlich 

kennzeichnet. daB man der Modifikation, insbeson- . . 

dere der Polymerisation ein reduktives Substrat zu- eo 1- Verwendung von Emulsionen von Fluorkohlen- 

setzL wasserstoffe, in welchen der Sauerstoff sehr gut 

17. Verfahren nach Anspruch 16. dadurch gekenn- lSsijch ist (Obersichtliche ^amrstelle hierzu: 
zeichnet, daB man als reduktives Substrat Glutat- Hirlmger et aL Anaestesist 31 (1982), Seiten 660 bis 
hion in reduzierter Form verwendet 666). , . U8m(v 

18. Verfahren nach AnsprOchen 1 - 17. dadurch ge- 65 2. Die Mikroverkapselung konzentrier er Hamo- 
kennzeichnet daB. man Polymerisate mit einem globiniasungen in Phosphohpid-Vesikeln (Litera- 
Molekulargewicht von 60 000 bis mehr als 6 x 10* turstelle hierzu: Gaber et aU Encapsulation of He- 
Dalton herstellt moglobin in Phospholipid Vesicles; Preparation 
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and Properties of a Red Cell Surrogate in "The Red 5. Stimulierung des Immunsystems sowie Beset- 

Cell, Sixth Ann Arbor Conference" G. J. Brewer zung der phagozytierenden Kapazitat des retikulo- 

(Herausgeber), Aian R. Uss, Inc, New York, 1984, endothelialen Systems durch das infundierte Ha- 

Seiten 1 79 bis 190, sogenannte "kOnstliche Erythro- moglobin. 
zyten"). . 5 

3. Herstellung geeigneter HamoglobiniSsungen, Es wurde gezeigt, daB zur Einstellung eines hohen 
auch unter kovalenter Bindung des Hamoglobins gemischt venosen OrPartialdruckes nicht so sehr ein 
" an Dextrane. hoher Halbsattigungsdruck (Pso) erforderlich ist (ein P» 

Die DE-OS 24 17 619 beschreibt beispielsweise von 15 mmHg ist nSmlich ausreichend), als vielmehr 
polymerisiertes, verknupftes Hamoglobin als Plas- io eine hohe Sauerstoffbindungskapazitat im Plasma, dh. 
maprotein-Ersatz, wobei dicarboxylidatverknupf- eine hohe Massenkonzentration des Hamoglobins (Lite- 
tes Hamoglobin hergestellt wird. raturstelle hierzu: Moss et aL, "Hemoglobin Solution- 

Die DE-OS 27 14 252 beschreibt pyridoxalphos- From Tetramer to Polymer", in "The Red Cell: Sixth Ann 
phatverknflpftes HfimoglobiiL Arbor Conference", GJ. Brewer (Herausgeber), Seiten 

Die DE-OS 30 29 307 betrifft ein Blutersatzmittel, 15 191 bis 220, Alan R. Liss, Ino, New York, 1984). Zudem 
hergestellt durch kovalente Verknupfung von Poly- wurde durch Tierversuche gezeigt, daB eine kovalente 
saccharid, beispielsweise Dextran, mit zellfreiem Verknflpfung der Unteremheiten — so, daB eine Disso- 
Hamoglobin. ziation unterbunden ist — sowie eine Polymerisation 

Die BE-PS 8 38 933 beschreibt ein wasserI6sliches, des Hamoglobins zu einer Erh6hung der Verweildauer 
verknupftes, polymerisiertes Hamoglobin, das her- 20 ffihrt (Biochim. Biophys. Acta 874 (1986), 76-81 und 
gestelltwird durch Umsetzung freien Hamoglobins Surgery, Gynecology & Obstetrics 161 (1985), 
mit einem polifunktionellen verkniipfenden Agens 563 - 569). 

und anschlieBendem Abstoppen der Reaktion mit Aus den Darlegungen geht hervor, daB natives Ha- 
einem inaktivierenden Mittel. Es wird ein polymeri- moglobin zur Herstellung sauerstofftransportierender 
siertes Hamoglobin mit einem Molekulargewicht 25 L5sungen nicht brauchbar ist, sondern daB es chemisch 
von 64 000 bis 1 000 000 Dalton erhalteit modifiziert werden muB. Das erfordert aufwendige und 

Die US-PS 40 01 401 betrifft Poly- Hamoglobin, ein kostspielige biochemische Verfahren im groBtechni- 
verkniipftes Hamoglobin, als Blutersatz und Plas- schen MaBstab (z. B. KGhlung, d.h. Arbeiten bei tiefen 
maexpander, mit einem Molekulargewicht von Temperaturen). Zudem wird das empfindliche Hamo- 
64 000 bis zu 1 000 000 Dalton. Als verkmipfende 30 globinmolekul dabei denaturiert und oxidert Dadurch 
Agenzien werden Glutardialdehyd, Hexamethylen- verliert es seine Fahigkeit, den Sauerstoff reversibel zu 
diisocyanat oder Butadiendiepoxyd verwendet binden. Im Organismus ist Hamoglobin gegen die Oxi- 

dation durch ein intraerythrozytares Reduktase-System 
Diese bekannten Verfahren konnen zumindest in ge- geschutzt, dessen wichtiges Substrat die reduzierte 
wisser Hinsicht nicht befriedigen. 35 Form des Glutathions ist Normalerweise liegen im zir- 

So ist es beispielsweise beim Verfahren der US-PS kulierenden Blut 1 bis 2% des Hamoglobins oxidiertvor 
4001401 erforderlich, Amine zur Verhinderung der (Met-Hb).Wegendermitjeder biochemischen Manipu- 
Entstehung unloslicher Produkte vor Zugabe des Ver- lation an L6sung einhergehenden Met-Hb-Bildung wur- 
knflpfungsmittels zuzugeben* den von anderen reduzierende Substanzen zugesetzt, 

AuBerdem werden unzureichend polymerisierte 40 zum Beispiel Ascorbinsaure (Vitamin C) (Surgery , Gy- 
Polyhamoglobineerhalten. necology & Obstetrics 161 (1985), 563-569). Trotz die- 

Bei Anwendung von Fluorkohlenwasserstoffen wur- ser MaBnahmen und des Aufwandes ist es nicht gelun- 
den gewebliche Reaktionen festgestellt (siehe oben bei gen Hamoglobin-L6sungen mit weniger als 5% Met-Hb 
HirlingeretaL). herzustellen. 

Mit Hamoglobin- Vesikeln gelangen erst jetzt die er- 45 In den letzten Jahren ist das Aufkommen der Blutkon- 
sten Tierversuche (Science 230 (1985), 1165-1166). Im serven immer geringer geworden und es ist wichtig, 
letzten Fall besteht die Gefahr einer Lipid-Oberbela- Alternativen dafQr zu schaffen. Als Ausgangsmaterial 
stung des Organismus durch vesikelbildende Lipoide. kommen insbesondere Rinder-Erythrozyten in Frage. In 
Die besten Aussichten auf eine erfolgreiche Anwendung diesem Zusammenhang ist es wichtig, daB das zu schaf- 
sindHamoglobin-Losungeneinzuraumen. 50 fende neue Verfahren zur Modifikation, insbesondere 

Jedoch stehen einer routinemaBigen klinisch-prakti- zur Polymerisation des Hamoglobins auch auf Tier-Ery- 
schen Nutzung von Hamoglobinlosungen bisher jeweils throzyten anwendbar ist 

mehr oder weniger fQnf verschiedene Probleme entge- Vorliegender Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, 
gen, namlich: ein Verfahren zur Modifikation, insbesondere zur Poly- 

55 merisation von Hamoglobin zu lief ern, das ein hochver- 

1. Erhahung der Sauerstoff affinitat (zu geringer netztes Hamoglobin mit hoher Sauerstoff transportf a- 
Halbsattigungsdruck, P»), so daB der in der Lunge higkeit und geringem Met-Hamoglobin-Gehalt liefert 
aufgenommene Sauerstoff nur ungeniigend an das Diese Aufgabe wird erfindungsgemaB bei einem Ver- 
Gewebe abgegeben werden kann; dies tritt ausge- fahren zur Modifikation, insbesondere zur Polymerisa- 
pragt bei der kovaleten Bindung des Hamoglobins 60 tion des Hamoglobins dadurch geldst, daB man die Re- 
an Dextran auf. aktion in vitro mit intakten Erythrozyten durchfiihrt 

2. Zu geringe Verweildauer des Hamoglobins im Besondere AusfUhrungsformen sind dadurch gekenn- 
GefaBsystem, Ausscheidung uber die Niere. zeichnet, 

3. Mit dem unter (2) aufgezeigten Nachteil ist fer- daB das Hamoglobin polymerisiert wird, 

ner ein intravasaler Volumenmangel verbunden, so 65 daB die Sauerstoff-Affinitat mittels an sich bekannter 
daB man gerade das erzeugt, was man bekampfen Agenzien verandert wird, 

will; daB man das Hamoglobin durch Einwirkung polifunk- 

4. Nephrotoxizitat und tioneller Agenzien polymerisiert, 
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daS^lSftrozyKn nadi der Modifi2ie™s, tos- des Roh-HtaolpaK. Unite J*™"™", «" 

Htooglobms ' dur^g^hrt *4 hende^aufw^dige biotechnologische PrSparadon der 

daB man an Hamatoknt-Bereich von 0,1 dis «v» ^ ho chkonzentrierten Hamoglobinlosung uberflussig, wo- 
S man in, Hamatokrit-Bereich von 1 bis 40% arbeitet, mit man auch eine unerwflnschte BUdung von inakuvem 

S^fSnSS InsbesonderederPolymeri- so Au S f«hL g sformenzei g en,weit e rhmerlautert: 
sationein reduktives Substrat zusetzt, n«« n ie11 
daB man als reduktives Substrat Glutathion m reduzier- Beispiei 
Smu^^ Polymerisation imanalytischenMaBstab: 

Erythrozyten-Oberflache nuttels Enzymen abgebaut ™^ d . bis ^ Zentrifugieren geW aschea 

Neurominidase als Enzym abgebaut werden nuten bei Ur 000 »™2«3i mit Magnetriihrer 

daBT^r-Erythrozytenals Ausgangsmatenalverwendet wS1S^!toJ£u^ 

^der-E.y^na.Ausgangsmateria.verwen- 45 -^^eM 
^tKSm^fverfahrenUefertdiebesonde- 50 Minuten bei .« jOOO g zentrifugiert 

L'lrfkaim reduktives Substrat, z. B. Glutathion in ~™£££g^ 

reduzierter Form zugesetzt werden. polymersiert im a ^ S0 %S; m ^"^"* _ 37 o C x / siehe 

Erst nach der chemischen Modifikation wird das Ha- von 13 mmHg <ptt - M ■ "J^g^T ' 37 C > ^ 
moglobin aus den Zellen befreit, z. B. durch osmotische 65 Offenlegungschnft EP-8 51 06 057.4;. 
Hamolyse. Bei direkter Wirkung der Agenzien auf die 
Erythrozyten ist mit dem Entstehen schadlicher Neben- 
produkte zu rechnen, z. B. Fieber erzeugende Substan- 
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BeispieI2 

i 

Polymerisation im Liter-MaBstab: 

Blut einer verfaJIenen Blutkonserve wird 5ma! mit 5 
isotonischer Elektrolytlosung (125 mmol/l NaQ, 4,5 
mmol/I KCl t 20 mmol/l NaHC0 3 ) gewaschen. Mit den 
gewaschenen Erythrozyten wurde 300 ml einer Suspen- 
sion (Medium siehe oben) hergestellt, welche einen Ha- 
moglobingehalt von 2,7 g/dl hatte. Die Suspension wur* to 
de in einen 1 l-Rundkolben eingebracht und mit eittera 
KPG-Rflhrer unter 200 Umdrehungen pro Minute ge- 
rflhrt Dazu wurden zugig 10 ml einer l,7%igen Glutar- 
dialdehydldsung gegeben. Die RuMir- und Reaktionszeit 
betrug 25 Minutea Nach Zentrifugieren bei 2000 Um- 15 
drehungen pro Minute, 15 Minuten lang, wurde der 
Oberstand abdekantiert und die Erythrozyten mit demi- 
neralisiertem Wasser auf 300 ml aufgefiillt Das Ge- 
misch wurde 3 Stunden lang mit Hilf e eines Magnetruh- 
rers gerQhrt, danach mit 15 000 g zentrifugiert und der 20 
Hamoglobingehalt der flberstehenden klaren L6sung 
bestimmt Die Ausbeute des ldslichen Hamoglobins be- 
trug 95%. Das losliche Produkt besaB ein mittleres Mo- 
lekulargewicht (Gewichtsmittel) von 6,4 x 10 6 Dalton. Es 
wurde an einem Sephacryl 400-Gel (Deutsche Pharma- 75 
cia, Freiburg, BR Deutschland) bestimmt 
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